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DE AULA DEI 
La	  Proteómica	  y	  el	  Proteoma	  
•  La	  “proteómica”	  es	  el	  estudio	  a	  gran	  escala	  del	  
proteínas	  expresadas	  en	  un	  organismo	  en	  un	  
momento	  dado	  y	  bajo	  determinadas	  condiciones	  




DE AULA DEI 
¿Qué	  es	  la	  Espectrometría	  de	  Masas	  
(MS)?	  
	  
…sirve	  para	  medir	  la	  masas	  de	  átomos	  o	  moléculas	  
	  
…potente	  herramienta	  analíJca	  usada	  para	  
idenJﬁcar	  y	  cuanJﬁcar	  compuestos	  y	  materiales	  
desconocidos,	  y	  para	  elucidar	  así	  las	  estructuras	  y	  las	  





DE AULA DEI 
En	  teoría	  trabaja	  así…	  
Sistema	  de	  análisis	  y	  
búsqueda	  	  	  	  	  	  	  	  
Proteína/pépJdos	  
Fuente	  de	  ionización	  
	  
Analizador	  de	  masas	  
Detector	  de	  iones	  








DE AULA DEI 
Iones	  y	  carga	  
•  Un	  MS	  mide	  iones:	  parWculas	  de	  moléculas	  o	  átomo	  electrónicamente	  cargadas	  
+ - •  Los	  iones	  se	  pueden	  considerar	  como	  una	  pila:	  pueden	  ser	  posiJvamente	  o	  negaJvamente	  cargados	  
•  Un	  MS	  “pesa”	  electrónicamente	  las	  moléculas	  por	  atracción	  y	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ESTACIÓN  
EXPERIMENTAL  
DE AULA DEI 
Aminoácidos	  
Carga	  neta	  0	  
M	  =	  MW	  
Carga	  posiJva	  
MH+	  =	  (MW+1)/1	  
Carga	  negaJva	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Clasiﬁca	  y	  cuenta	  
ESTACIÓN  
EXPERIMENTAL  
DE AULA DEI 
Aplicaciones	  en	  Proteómica	  
–  Determinación	  de	  la	  masas	  molecular	  
•  Conﬁrmación	  de	  proteínas	  
•  Modiﬁcaciones	  postrasdducionales,	  mutaciones	  
•  Interacciones	  de	  proteínas	  
–  IdenJﬁcaciones	  de	  proteínas	  
•  Pep3de	  Mass	  Fingerprint	  (PMF)	  
•  Secuenciación	  pepWdica	  (MS/MS)	  




DE AULA DEI 
¿cómo	  trabaja	  un	  Espectrómetro	  de	  
Masas	  (MS)?	  
Sistema de análisis y 
búsqueda de datos       
Muestra biológica 
(Proteínas/péptidos) 
Fuente de ionización 
 
Analizador de masas 
Detector de iones 








DE AULA DEI 
Métodos	  de	  separación	  de	  proteínas	  y	  
pépJdos	  
à	  Electroforesis	  en	  geles	  
•  1D	  SDS/PAGE	  
•  2D	  IEF-­‐SDS/PAGE	  
	  
à	  Cromatogra8a	  liquida	  (LC)	  
•  LC	  en	  fase	  reversa	  (C18)	  
•  LC	  mulJdimensional	  
•  Electroforesis capilar 





DE AULA DEI 
Geles	  SDS/PAGE	  
MW MW 
pI (+) pI (-) IEF 




DE AULA DEI 
Cromatograga	  liquida	  
•  nHPLC:	  
– Fase	  reversa	  (C18)	  
•  LC	  bidimensional:	  
– 1º	  con	  intercambio	  iónico	  
– 2º	  con	  fase	  reversa	  (C18)	  
•  UPLC	  o	  UHPLC:	  
– Fase	  reversa	  (C18)	  
nHPLC Agilent 1200 
ESTACIÓN  
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Métodos	  de	  ionización	  
à	  Desorción/ionización	  láser	  asisJda	  por	  
matriz	  (MALDI)	  
–  impacto	  de	  fotones	  de	  alta	  energía	  con	  la	  
muestra	  incrustada	  en	  una	  matriz	  solida	  orgánica	  
à	  Ionización	  por	  electrospray	  (ESI)	  
–  formación	  de	  gotas	  cargadas	  desde	  la	  




DE AULA DEI 
Ionización	  por	  electrospray	  (ESI)	  
ESTACIÓN  
EXPERIMENTAL  
DE AULA DEI 
Desorción/ionización	  laser	  asisJdas	  










DE AULA DEI 
MALDI	  vs	  ESI	  
•  MALDI	  
–  Solido	  
–  Iones	  monocargados	  
–  Ionización	  suave	  
–  Componentes	  principales	  
–  Tolerante	  a	  las	  contaminación	  
–  Mas	  rápido	  y	  fácil	  de	  manejar	  
–  Menor	  gasto	  de	  muestra	  
–  Moléculas	  pequeñas	  
–  Permite	  re-­‐analizar	  las	  muestras	  
•  ESI	  
–  Liquido	  
–  Iones	  mulJcargados	  
–  Ionización	  mas	  suave	  
–  Componentes	  principales	  y	  
minoritarios	  
–  Mas	  sensible	  
–  Mas	  complejo	  
–  Moléculas	  grandes	  
–  on-­‐line	  LC	  
ESTACIÓN  
EXPERIMENTAL  
DE AULA DEI 
DigesJón	  in-­‐gel	  y	  in-­‐solu3on	  
Digestión enzimática 








DE AULA DEI 
¿cómo	  trabaja	  un	  Espectrómetro	  de	  
Masas	  (MS)?	  
Sistema de análisis y 
búsqueda de datos      
Proteínas/péptidos 
Fuente de ionización 
 
Analizador de masas 
Detector de iones 
ü  Geles 1D y 2D 
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DE AULA DEI 
¿Que	  es	  el	  Tandem	  MS/MS?	  











DE AULA DEI 




DE AULA DEI 
Bo?om-­‐up	  y	  Top-­‐down	  proteomics	  
ESTACIÓN  
EXPERIMENTAL  
DE AULA DEI 
¿cómo	  trabaja	  un	  Espectrómetro	  de	  
Masas	  (MS)?	  
Sistema de análisis y 
búsqueda de datos       
Proteína/péptidos 
Fuente de ionización 
 
Analizador de masas 
Detector de iones 






ü  Geles 1D y 2D 









DE AULA DEI 
Tipos	  de	  MS	  
•  MALDI	  TOF	  (3me	  of	  ﬂight)	  
•  MALDI	  TOF/TOF	  
•  Cuadrupolo	  (Q)	  
•  Triple	  cuadrupolo	  (QqQ)	  
•  Trampa	  iónica	  (IT)	  
•  qTOF	  	  
•  Tiple	  TOF	  (AB	  SCIEX)	  
•  MaXis	  (Bruker)	  
•  qTRAP	  (AB	  SCIEX)	  
•  LTQ	  y	  Orbitrap	  (Thermo)	  
ESTACIÓN  
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DE AULA DEI 
Proteómica	  “clásica”	  y	  de	  “segunda	  
generación	  
•  Bo?om-­‐up	  proteomics	  
à 	  Spot	  1D	  y	  2D	  +	  tripsina	  +	  MALDI	  TOF	  y	  TOF/TOF	  
à 	  Spot	  1D	  y	  2D	  +	  tripsina	  +	  nLC	  +	  ESI-­‐MS/MS	  
•  Shotgun	  proteomics	  
à	  Geles	  1D	  (16	  slices)	  +	  nLC	  o	  UPLC	  +	  ESI-­‐MS/MS	  
à	  Extracto	  crudo	  nLC	  o	  UPLC	  +	  ESI-­‐MS/MS	  
ü SoEwares	  de	  análisis	  de	  datos	  
ESTACIÓN  
EXPERIMENTAL  
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IdenJﬁcación	  de	  proteínas	  
•  Análisis	  de	  los	  datos	  “crudos”	  
– según	  el	  fabricante	  (.XLM;	  .mzML;	  .DTA	  o	  .mgf)	  
•  Bases	  de	  datos	   	  	  
– NCBInr;	  SwissProt;	  EMBL	  EST	  
•  Motores	  de	  búsquedas	  
– MASCOT;	  X!Tandem	  (GPM)	  o	  SEQUEST	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Imaging	  Mass	  Spectrometry	  (IMS)	  
ESTACIÓN  
EXPERIMENTAL  
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Grazie!!! 
http://www.stressphysiology.com 
